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© Agent aromatisant 



© Procede de preparation d'un agent aromatisant, dans lequel on fait fermenter des graines de legumineuses 
cuites avec une souche de Bacillus subtilis ou Bacillus natto, on prepare un melange comprenant les graines 
fermentees, un sucre reducteur et de Teau, on fait reagir le melange par chauffage, et Ton seche le produit de 
reaction. 
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La presenile invention a pour objet un procede de preparation d'un agent aromatisant dans lequel on fait 
reagir un melange comprenant une source d'acides amines libres et au moins un sucre reducteur. 

Une maniere traditionnelle de preparer une source d'acides amines libres qui se prete a la confection 
d'un agent aromatisant par reaction avec un sucre reducteur, autrement dit par reaction de Maillard, est 
5 I'hydrolyse a I'acide chlorhydrique concentre d'une matiere riche en proteines telle que des tourteaux 
d'arachide ou de soya, par exemple. 

US 4466986 (Nestec S.A.) decrit un procede de ce type, dans lequel on soumet I'hydrolysat a un 
fractionnement sur une colonne de charbon actif granulaire et, en selectionnant ou en calibrant les fractions, 
on obtient une source d'acides amines claire et neutre de gout qui ne masque pas I'arome degage ensuite 
w tors de la reaction de Maillard. 

Cependant, dans des procedes plus recents, on prefere utiliser une hydrolyse plus douce que 
I'hydrolyse traditionnelle a I'acide chlorhydrique concentre, notamment une hydrolyse enzymatique. Un 
probleme a resoudre avec de tels procedes reside dans 1'amertume ou le goOt particulier que peuvent 
presenter de tels hydrolysats. 
is US 5141757 (Nestec S.A.), par exemple, decrit un procede de preparation d'un agent aromatisant dans 
lequel on hydrolyse avec une protease une suspension aqueuse d'une matiere riche en proteines telle 
qu'une farine de legumineuse, par exemple, et on fait mOrir ou on affine la suspension a I'aide d'enzymes 
de koji. 

La presente invention a pour but de proposer un nouveau procede de preparation d f un agent 
20 aromatisant dans lequel on fait reagir un melange comprenant une source d'acides amines libres obtenue 
par fermentation d'une matiere riche en proteine, procede qui permette d'obtenir un produit de reaction 
presentant un gout et une odeur agreables, notamment un gout depourvu de toute amertume et, de 
preference, une odeur relativement neutre. 

A cet effet, dans le procede selon la presente invention, 
25 - on fait fermenter une matiere riche en proteines avec une souche de Bacillus subtilis ou Bacillus 
natto, 

- on prepare un melange comprenant ladite matiere fermentee, au moins un sucre reducteur et de 
I'eau, 

- on fait reagir ledit melange par chauffage, et 
30 - Ton seche le produit de reaction. 

Pour mettre en oeuvre le present procede, on peut choisir ladite matiere riche en proteines dans un 
groupe forme par des graines d'oleagineuses ou de legumineuses, le gluten de cereales, les proteines 
lactiques et des isolats ou concentrats de proteines vegetales ou animales, par exemple. 

Dans une forme de realisation preferee du present procede, ladite matiere riche en proteines se 

35 compose de graines de legumineuses cuites, notamment de graines de soya oa de caroube, depelliculees 
ou non et/ou subdivisees, en particulier concassees, ou non. Pour preparer lesdites graines de legumineu- 
ses cuites, on peut les bouillir durant 40-60 min ou les faire tremper durant 20 min a 5 h a 20-60 °C et les 
chauffer ensuite a la vapeur, de preference en autoclave ou dans un cuiseur a bande, a 120-140 °C durant 
2-30 min ce qui assure non seulement la cuisson mais aussi la sterilisation des graines, par exemple. 

40 Ladite souche de Bacillus subtilis ou de Bacillus natto peut etre une souche du commerce telle qu'on 
peut s'en procurer notamment au Japon, ou une souche isolee d'un produit du commerce ou de I'artisanat 
local, a savoir un dawadawa ou un iru d'Afrique subsaharienne ou de I'ouest, ou un natto du Japon, de 
Chine, de Taiwan ou de Thailande, par exemple. On peut egalement se procurer de tetles souches dans 
des collections officielles telles que i'American Type Culture Collection (ATCC) aux USA ou la Collection 

45 Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) en Europe. 

De preference, on selectionne des souches de B.natto ou B.subti/is qui produisent relativement peu de 
mucilage visqueux tout en assurant une bonne hydrolyse et une teneur elevee de I'hydrolysat en acide 
glutamique. Ceci permet en particulier de faciliter des operations de pompage et transfert du produit en 
cours de fabrication industrielle. 

so Pour preparer une culture ou levain desdites souches, on peut les cultiver dans un milieu aqueux 
contenant 1-5% de farine de soya, 0,5-3% d'extrait de malt et 0,0-0,6% d'extrait de levure, sous aeration de 
0,01-0,5 vol/vol/min, durant 10 h a 3 d a 30-45 °C, par exemple. 

Pour faire fermenter ladite matiere riche en proteines, de preference sous forme humide et subdivisee, 
on peut I'inoculer avec 0,5-2,0 % en volume d'une culture contenant 5x10 7 -10 9 germes de ladite souche 

55 par ml, et laisser fermenter durant 1-7 d a 35-45 °C tout en aerant avec de I'air humide, notamment de I'air 
humidifie a saturation. 

La matiere riche en proteines fermentee peut presenter une odeur caracteristique du natto ou du 
dawadawa. Sans vouloir se lier par cette interpretation, on peut associer cette odeur caracteristique a la 
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presence dans la matiere fermentee d'acides gras tels que I'acide 2-methyl butanoVque et I'acide 3-methyl 
butanoVque, par exemple, qui peuvent provenir respectivement de la degradation des acides amines 
isoleucine et leucine. 

Dans le cadre de la presente invention, on a en effet constate une correlation tres nette entre I'intensite 
5 de I'odeur caracteristique du natto ou du dawadawa et la concentration totale en ces deux acides que peut 
presenter la matiere riche en proteines fermentee. De maniere surprenante, I'intensite de cette odeur 
I caracteristique et la concentration en ces deux acides diminuent fortement (diminution de la concentration 
Ide environ 40-60% sur matiere seche de la matiere fermentee, par exemple) lors de la mise en oeuvre des 
etapes ulterieures du procede. Mais elles peuvent neanmoins demeurer notables (concentration totale de 
w environ 1600-2100 ppm sur matiere seche de matiere fermentee, par exemple) dans le produit final. 

Pour obtenir une matiere fermentee presentant une odeur relativement neutre, qui se distingue de 
maniere surprenante de I'odeur caracteristique du natto ou du dawadawa et qui permette d'obtenir un 
produit de reaction presentant un gout agreable, notamment un gout de viande, qui ne soit pas accompa- 
gne d'une odeur trop prononcee de natto ou de dawadawa, on peut ajouter a la dite matiere riche en 
75 proteines, avant fermentation, 0,5-5% en poids d'hydrate de carbone, notamment de glucose et/ou de 
saccharose, ou d'une source d'hydrate de carbone, notamment de farine de riz ou de malt d'orge, 
assimilable par ladite souche. 

On a constate que Ton peut en effet diminuer ainsi notablement la concentration en acide 2-methyl 
butanoVque et 3-methyl butanoVque de ladite matiere fermentee et par consequent diminuer d'autant plus 
20 fortement cede du produij final. 

On peut realiser la fermentation sur des claies, sur un plateau perce de trous ou dans un appareil du 
commerce tel que I'appareil connu au Japon sous le nom de machine a koji, par exemple. 

Dans la forme de realisation preferee du present procede ou la matiere riche en proteines se compose 
de graines de legumineuses cuites, notamment de graines de soya concassees, on peut, avant de preparer 
25 le melange pour ladite reaction, mettre les graines fermentees en suspension aqueuse a 15-19% en poids 
de chlorure de sodium. Dans ces conditions, les graines fermentees peuvent se conserver sans risque que 
la fermentation se poursuive de maniere incontrolee et avec un risque reduit de contamination par d'autres 
.microorganismes. 

Pour ladite reaction, on prepare de preference un melange presentant une teneur en eau de 35-55% et 
30 comprenant, en % en poids de matiere seche, 24-97% de ladite matiere fermentee, 2-40% de chlorure de 
sodium, 1-4% de sucre reducteur ajoute, 0-2% d'une substance contenant du soufre, 0-15% de glutamate 
monosodique, et 0-15% de saccharose. 

Les quatre derniers ingredients ci-dessus sont destines a donner, le cas echeant, au present agent 
aromatisant le pouvoir de conferer un gout rappelant celui de la viande, un ardme renforce et/ou un arome 
35 arrondL Ladite substance contenant du soufre peut etre choisie dans le groupe comprenant la cysteine, la 
cystine, la methionine, la thiamine et leurs melanges, par exemple. 

L'addition d'une quantite notable de chlorure de sodium, telle que le melange en presente une teneur 
de 30-40%, par exemple, est preferee parcequ'outre I'effet attendu sur I'equilibre organoleptique que peut 
conferer I'agent aromatisant, elle permet d'obtenir simultanement un effet surprenant facilitant le sechage 
40 du produit apres la reaction. 

On peut faire reagir le melange par chauffage a 80-1 50 'C durant 1 min a 4 h, les durees relativement 
courtes correspondant. aux temperatures relativement elevees et inversement, 100°C durant 3h etant une 
combinaison de valeurs intermediates recommandables, par exemple. 

De preference, on fait reagir le melange par chauffage a 120-1 50 'C durant 1 a 40 min, car de la sorte 
45 on peut obtenir simultanement un effet surprenant de sterilisation chimique et bacteriologique du produit de 
reaction. 

De preference, on seche ensuite le produit de reaction jusqu'a une teneur en eau residuelle inferieure 
ou egale a 2%. 

On peut realiser la reaction et le sechage dans deux appareils distincts, notamment dans une autoclave 
so ou dans un cuiseur a bande et dans un sechoir sous vide, puis casser et broyer dans un moulin a marteaux 
la masse compacte obtenue, par exemple. On peut aussi realiser la reaction et le sechage par cuisson 
extrusion dans une extrudeuse a double vis, et decouper ou broyer delicatement le boudin expanse obtenu, 
par exemple. 

L'agent aromatisant ainsi obtenu par le present procede peut etre utilise tel quel pour conferer une 
55 flaveur relevee, notamment un goOt rappelant celui de la viande aux mets les plus varies, ou en 
combinaison avec d'autres ingredients, pour la confection de sauces et potages, par exemple. 

Les exemples ci-apres sont presentes a titre d'illustration du procede et du produit selon la presente 
invention. Les pourcentages y sont donnes en poids sauf indication contraire. 
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Exemple 1 

Pour preparer une culture ou levain de B.natto, on prepare un milieu de culture comprenant 4% de 
farine de soya non degraissee, 2% d'extrait de malt, 0,5% d'extrait de levure et 93,5% d'eau. On sterilise le 

s milieu a 125'C durant 15 min et on I'inocule avec 1% d'une preculture contenant. par ml, 5xl0 8 germes 
d'une souche de B.natto isolee d'un natto artisanal du Japon. On incube a 40 °C durant 24 h sous agitation 
et sous aeration a raison de 0,2 vol d'air par vol de milieu et par min. 

On concasse des graines de soya non depelliculees dans un moulin a marteau jusqu'a une dimension 
moyenne de particules de 3,6 mm. On trempe les graines de soya concassees dans une fois leur volume 

jo d'eau a 60 *C durant 30 min. On les cuit et sterilise dans un cuiseur a bande a 130'C durant 4 min et on 
les refroidit a 40 °C. On les inocule en pulverisant dessus, a la sortie du cuiseur a bande, 1% en volume de 
la culture preparee comme indique ci-dessus qui contient 5x10 s germes de B.natto par ml. On repartit la 
masse de graines inoculee dans une machine a koji en une couche de 40 cm d'epaisseur. On laisse 
fermenter durant 3 d tout en aerant en faisant passer au travers de la masse de I'air a environ 40 °C 

75 humidifie a saturation. 

La temperature des graines cuites monte d'environ 40 0 C a environ 45 • C entre la 4eme .et la 8eme h 
de fermentation. Pour que cette temperature n'augmente pas davantage, on augmente le debit d'air que" 
I'on insuffte au travers de la masse et I'ojv maintient ce debit jusqu'a la fin des premieres 24 h, apres quoi 
la temperature revient a environ 41 ••'C ^t I'on retablit le debit d'air initial. Au cours de la fermentation, la 

20 teneur en matiere seche des graines cuites augmente progressivement de environ 50% a environ 63,5%. 

A Tissue de la fermentation, les graines cuites fermentees presentent des teneurs respectives de 4,3% 
en azote total, 1.0% en azote amine (soit environ 6,25% decides amines et /ou peptides dont 1,04% 
d'acide glutamique) et 1,04% en sucres reducteurs, qui sont" relativement elevees et conviennent particulie- 
rement bien dans le cadre de la mise en oeuvre du present procede. 

25 On melange 36,2% de ces graines fermentees avec 29.2% d'eau, 0,9% de xylose, 19,7% de chlorure 
de sodium, 0,9% de cysteine, 6,6% de gtutamate monosodique et 6,5% de saccharose. 

On obtient ainsi un melange presentant une teneur en eau de 42,76% et comprenant, en % en poids 
de matiere seche, 39,8% de matiere. seche de graines fermentees dont 0,65% de sucres reducteurs, 1 ,5% 
de xylose, 34,4% de chlorure de sodium, 1,5% de cysteine, 11,4% de glutamate monosodique et 11,4% de 

30 saccharose. 

On fait reagir le melange par chauffage en cuve a double manteau a 100°C durant 3 h. On le seche 
sous une pression reduite de 15 mbar a 95 *C jusqu'a une teneur en matiere seche de 1,5%. On le casse 
et on le reduit en poudre. 

.L'agent aromatisant obtenu presente une teneur en eau de 2% et une teneur totale en acides 2-methyl 
35 butanoique et 3-methyl butanoVque de 1865 ppm sur poids de matiere seche de graines fermentees. 

Pour deguster cet agent aromatisant, on en dissout 5 g additionnes de 5 g de chlorure de sodium dans 
1 L d'eau bouillante. L'eau ainsi aromatisee presente un gout agreable, depourvu de toute amertume, 
rappelant celui d'un bouillon de viande rehausse d'une odeur caracteristique de natto. 

40. Exemple 2 

On procede de la maniere decrite a I'exemple 1, a I'exception du fait que Ton fait reagir ledit melange 
en autoclave a 1 20 • C durant 40 min. 

On obtient un agent aromatisant capable de conferer les memes proprietes organoleptiques que l'agent 
45 obtenu a I'exemple 1 mais qui presente une conservabilite exceptionnelle due au fait que ces conditions de 
reaction permettent d'obtenir simultanement une sterilisation chimique et biologique du produit. 

Exemple 3 

50 On procede de la maniere decrite a I'exemple 1, a I'exception du fait que I'on inocule le melange avec 
une culture de B.subtilis isolee d'un dawadawa de I'artisanat local d'Afrique subsaharienne. 

On obtient un agent aromatisant qui, deguste dans les memes conditions que celui de I'exemple 1, 
presente un gout agreable, depourvu de toute amertume, rappelant celui d'un bouillon de viande rehausse 
d'un gout caracteristique de dawadawa. 

55 
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Exemple 4 

On procede de la maniere decrite a I'exemple 1 jusqu'a Tobtention des graines cuites fermentees. 

On melange 44% de graines fermentees avec 40% d'eau et 16% de chlorure de sodium. Cette 
5 suspension peut etre conservee durant une semaine a temperature ambiante sans presenter de modifica- 
tion bacteriologique ou organoleptique notable. 

On melange 78,8% de cette suspension aqueuse avec 0,8% de xylose, 6,8% de chlorure de sodium, 
0,8% de cysteine, 6,4% de glutamate monosodique et 6,4% de saccharose. On obtient ainsi un melange 
presentant une teneur en eau de 44,33% et une composition de la matiere seche semblable a celle du 
io melange obtenu a I'exemple 1. 

On fait reagir le melange en autoclave a 120*C durant 40 min, on le seche et on le reduit en poudre. 

On obtient un agent aromatisant qui, deguste dans les memes conditions que celui de I'exemple 1, 
presente un gout agreable, depourvu de toute amertume, rappelant celui d'un bouillon de viande rehausse 
d'une odeur caracteristique de natto. 

15 

Exemple 5 

On procede de la maniere decrite a I'exemple 4, a I'exception du fait que I'on ajoute aux graines, avant 
fermentation, un faible pourcentage d'hydrate de carbone ou d'une source d'hydrate de carbone assimila- 
20 ble, en ('occurrence 1% de glucose, dans le but d'attenuer I'odeur caracteristique de natto presente par le 
produit final. 

Le tableau I ci-apres presente et permet de comparer la teneur totale en acides 2 et 3- methyl 
butanoVques et I'intensite de I'odeur de natto presentees en plus du goOt de viande par les agents 
aromatisants obtenus selon le present exemple 5 et selon I'exemple 4. 

25 

Tableau I 



Ex No 


Hydrate de C ajoute 


Acides 2- et 3-methyl 
butanoVques (ppm) 


odeur de natto 


4 




1865 


caracteristique 


5 


1% glucose 


746 


fortement attenuee 



35 Les resultats presentes dans ce tableau demontrent qu'il est possible de preparer par le present 

procede un agent aromatisant capable de conferer un goOt agreable, notamment un gout de viande, 
depourvu de toute amertume et, si desire, rehausse dans une mesure ajustable par I'odeur de natto ou de 
dawadawa. 

40 Revendications 

1. Procede de preparation d'un agent aromatisant, dans lequel 

- on fait fermenter une matiere riche en proteines avec une souche de Bacillus subtilis ou Bacillus 
natto, 

45 - on prepare un melange comprenant ladite matiere fermentee, au moins un sucre reducteur et de 

I'eau, 

- on fait reagir ledit melange par chauffage, et 

- Ton seche le produit de reaction. 

so 2. Procede selon la revendication 1 , dans lequel ladite matiere riche en proteines se compose de graines 
de legumineuses cuites. 

3. Procede selon la revendication 2, dans lequel lesdites graines de legumineuses sont des graines de 
soya ou de caroube, depelliculees ou non et/ou subdivisees, notamment concassees ou non. 

55 

4. Procede selon la revendication 1, dans lequel on inocule ladite matiere riche en proteines avec 0,5-2,0 
% en volume d'une culture contenant 5x10 7 -10 9 germes de ladite souche par ml, et Ton laisse 
fermenter durant 1-7 d a 30-45 °C tout en aerant avec de Tair humide. 

5 
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5. Procede selon la revendication 2. dans lequel, avant fermentation, on ajoute aux graines 0,5-5% en 
poids d'hydrate de carbone, notamment de glucose et/ou de saccharose, ou d'une source d'hydrate de 
carbone, notamment de farine de riz ou de malt d'orge. assimilable par ladite souche. 

5 6. Procede selon la revendication 2, dans lequel, avant de preparer le melange pour ladite reaction, on 
met les graines fermentees en suspension aqueuse a 15-19% en poids de chlorure de sodium. 

7. Procede selon la revendication 1, dans lequel on prepare un melange presentant une teneur en eau de 
35-55% et comprenant, en % en poids de matiere seche, 24-97% de ladite matiere fermentee, 2-40% 
io de chlorure de sodium, 1-4% de Sucre reducteur ajoute, 0-2% d'une substance contenant du soufre, 0- 

15% de glutamate monosodique, et 0-15% de saccharose. 

8.. Procede selon la revendication 1, dans lequel on fait reagir le melange par chauffage a 80-150'C, de 
preference a 120-150 °C, durant 1 min a 4 h, de preference durant 1-40 min. 

15 

9. Procede selon la revendication 1 , dans lequel on seche ledit produit de reaction jusqu'a une teneur en 
eau residuelle egate ou inferieure a 2%. 

/- 

10. Agent aromatisant obtenu par Tune des revendications 1-9. 

20 
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